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[背景・目的]
これまでに様々な生物種においてゲノム情報の解析
が全世界的に行われてきており，今やポストゲノム時代
に移行している.ポストゲノム研究開発において，遺伝
子機能を効率的に解析するための技術開発が進む中で， 
DNAマイクロアレイ技術は有力なモニタリングデバイ
スとして認知されつつある. DNAマイクロアレイはス
ライドグラス等の碁板に多数の DNA分子 (>10，000遺
伝子)を所定の領域毎に整列回定させた高替度のアレイ
であり，遺伝子の発現，変異，多型性などの問時解析に
非常に有用である. しかしながら本技術はコスト間，操
作面などにおいて問題点を抱えており，さらに学術的利
用においても従来のノーザンハイブリダイゼーションと
比較して，信用性に欠けるという認識がある.そこで本
課題はマイクロアレイ技術の汎用化とそれに伴う普及性
の構築というニーズに応えるために立案された. 
DNAマイクロアレイを用いた分析においては?検出
対象であるターゲットポリヌクレオチドが微量であるた
め，高感度な検出系が求められる.そのため，プ口一ブ
ポリヌクレオチドを高密度かつ強聞に間定化する方法な
どが報告されている.本課贈においてはプロープポリヌ
クレオチドとターゲットポリヌクレオチドのハイブリダ
イゼーション効率を向上させることにより，検出感度を
上げることを目的とした.
{方法・結果]
プロープポリヌクレオチドは麹菌ゲノム遺伝子配
列情報を基に， 解糖系ならびに TCA-サイクルを構
成する酵素タンパク質をこ1…ドする遺伝子について 
60塩基長のものを 31種合成した. 今回選択した遺伝
子群は麹菌 Aspergilusoryzaeを富栄養液体培地にて
した際に発現することが確認されている (Maedaet 
al; Transcriptional analysis of genes for energy catabolism 
and hydrolytic enzymes in the filamentous fungus A伊elまi的tS 
oryzae lising cDNA microarrays and expressed sequence tags 
(ESTs) Appl Microbiol Biotechnol 65: 74-83，2004.). こ
れらプロ…プポリヌクレオチドを，東洋鋼銀株式会社製
ジーンスライドにスポッテイングし間定化し
タ}ゲツトボリヌクレオチドは A.oヴzaeの富栄養液
体培地にで培養した菌体より mRNAを調製し， 逆転写
反応、により Cy-3蛍光ラベル化 cDNAを合成した.調
製したラベル化 cDNAをF コント口…ルとして 5xSSC， 
0.5 % SDSに滞解した. またターゲットポリヌクレオチ
ドの見かけ上の Tm値を低下させ，高次構造を解き，ハ
イブリダイゼーション時の立体障害を除去する目的で，
コントロ…ル反応、系中に終濃度にして 1Mとなるよう
にBetaine(トリメチルグリシン)または 5%となるよう
にDMSO(ジメチルスルホキシド)を添加したものに溶
解させた.これら 3種のターゲットポリヌクレオチド格
液を用いハイブリダイゼ}ションを行いp ハイブリダイ
ぜ…ション効率を蛍光強度を測定することで比較した.
蛍光強度を比較した結果， 従来の溶解系に Betaine， 
DMSOを添加することでコントロールに比べて相対的
に1.5倍以上の蛍光強度が得られた.即ち， DNAマイ
クロアレイ技術において，ハイブリダイゼーション反応
時に融解消度 (Tm傭)調節剤を添加することで検出感
度を向上させることが可能であることを示している.こ
のことにより，従来まで検出が困難であった転写制御因
子をコードする遺伝子などの発現様式をモニタリングす
ることも可能となると考えられ，今後， 
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の解析などにおいて有効な手段として用いられることが において感度を向上させる方法J前田 浩，五ノ井
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